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HMW-Endostatin zur Hemmuntr dp, Wa c hstunri vnn Tumoren iinrt vnn 
Gerafiwucherimgen und zur Diagnose vnn r.^ m . unA Tnmnrerkrank.mp Pn 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Peptide mit angiostatischen Eigenschaf- 
ten, die als HMW-Endostatin (High Molecular Weight - Endostatin) bezeichnet 
werden, sowie ein Arzneimittel enthaltend die natiirlichen und synthetischen Peptide 
zu therapeutischen Zwecken bei Tumor- und Gefaflerkrankungen. 

Diese Stoffe sind dadurch gekennzeichnet, daJ3 sie insbesondere aus Hamofiitrat 
Oder Hamodialysat, das aus menschlichem Blut abfiltriert wird, gewonnen werden 
konnen. Die Peptide werden als HMW-Endostatin bezeichnet und konnen zum 
Zwecke der Analyse von Erkrankungen und als Medikament venvendet werden. 

Die HMW-Endostatine wurden erstmals aus dem Hamofiitrat Nierenkranker nach 
Ultrafiltration am Hamodialyseapparat gewonnen und wurden anhand ihrer mole- 
kularen Masse und den 30 Aminosauren des N-Terminus charakterisiert. Zur Dar- 
stellung des humanen HMW-Endostatin wurde ein patentiertes Verfahren 
(Forssmann, 1988; DE 36 33 707 C2), welches die fiir Gewinnung von EiweiBstof- 
fen aus Hamofiitrat beschreibt, verfeinert. Aus den mit diesem Verfahren gewonne- 
nen Molekiilen mit einem Molekulargewicht unter 30 kDa, die bei veno-venoser 
Oder arterio-venoser Shuntverbindung abfiltriert werden, konnen die HMW- 
Endostatin enthaltenden Fraktionen durch Massenspektrometrie erkannt werden. Es 
wurde weiter festgestellt, dafi mittels weiterer Verfahren diese Substanzen aufgerei- 
nigt werden konnen, bis schlieBlich einheitliche Eiweifistoffe isoliert und in ihrer 
Zusammensetzung und Sequenz aufgeklart wurden. Die Stoffe sind ein humanes 
Peptid, welche iiberraschenderweise die Eigenschaft besitzt. sehr potent das 
Wachstum von Tumoren und Gefdfien zu hemmen. Ubeixaschenderweise besitzt das 
Molekttl eine extrem hohe Plasmahalbwertszeit, was es fiir die Therapie als beson- 



• wo 00/17240 PCT/EP99/06963 

- 2 - 

ders wertvoll erscheinen lasst. Bislang ist schon von der Arbeitsgruppe Folkman 
(Harvard Medical School, Boston, USA) ein verwandtes Protein der Maus mit der 
Eigenschaft beschrieben worden, das Wachstum von Tumoren und GefaBen zu 
hemmen (O'Reilly et al., Cell 88, 277-285, 1997). 

Die erfindungsgemaUen HMW-Endostatine, deren Stiuktur bisher unbekannt war 
und deren Bildungsstatte im Kftiper noch ungeklart ist, zeigen iibenaschenderweise 
eine therapeutiscfae Bedeutung als wichtige zirkulierende Peptid des menschlichen 
Blutes. 

Die HMW-Endostatine sind welter dadurch gekennzeichnet, daB sie duich chemi- 
sche Synthese und durch gentechnologische Produktion gewonnen werden konnen 
und iibeiraschenderweise fiir zahlreiche weitere Belange genutzt werden konnen, 
unter anderem Six die Analyse im menschlichen Blut als Diagnosemerkmal von' 
Erkrankungen des GefaBwachstums, des Wachstums von Tumoren und von Metas- 
tasen. 

Die vorliegende Erfindung betriffl also neue Peptide, die HMW-Endostatine, ihre 
Herstellung, die Peptide enthaltende- Ai^eimittel, sowie naturliche und phaimako- 
logisch vertragliche Derivate von HMW-Endostatin, insbesondere amidierte, acety- 
lierte. phosphorylierte und glycosylierte HMW-Endostatin-Derivate und Fragments 
des Peptides. Durch Massenspektrometrie konnten die Molekulargewichte fur die 
vier HMW-Endostatine mit 22001 ± 0.02% (1). 19904 + 0,02% (2), 20995 ± 2.5 (3) 
und 21843 ± 0,02% (4) Dalton bestimmt werden. 



Nattlrlich vorkommende Peptiden konnen insbesondere glykosyliert 



sem. 



Peptid HMW-Endostatin (1) hat die Aminosaure-Sequenz 
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VHLRPARPTSPPAHSHRDFQPVLHLVALNSPLSGGMRGIRGADFQCFQQAR 
AVGLAGTFRAFLSSRLQDLYSIVRRADRAAVPIVNLKDELLFPSWEALFSGS 
EGPLKPGARIFSFDGKDVLRHPTWPQKSVWHGSDPNGRRLTESYCETWRTE 
APSATGQASSLLGGRLLGQSAASCHHAYIVLCIENSFMTAS 

Das Peptid HMW-Endostatin (4) hat die Aminosauresequenz 

VHLRPARPTSPPAHSHRDFQPVLHLVALNSPLSGGMRGIRGADFQCFQQAR 
AVGLAGTFRAFLSSRLQDLYSIVRRADRAAVPIVNLKDELLFPSWEALFSGS 
EGPLKPGARIFSFDGKDVLRHPTWPQKSVWHGSDPNGRRLTESYCETWRTE 
APSATGQASSLLGGRLLGQSAASCHHAYIVLCIENSFMT 

Es handelt sich mSglicherweise urn Fragmente des KoUagen-alpha 1 (XVIII). 

Die vollstandigen Aminosauresequenzen wurden aus den eigenen Sequenzanalysen 
bestimmt bzw. aus der bereite bekannten cDNA-Sequenz fur Kollagen-alpha 1 
(XVIII) hergeleitet (Oh, S.P. et al., Genomics 19, 494-499, 1994). 

Das Peptid HMW-Endostatin (2) hat die Aminosaure-Sequenz 

YEKPALHLAALNMPFSGDIRADFQCFKQARAAGLLSTYRAFLSSHLQDLSTI 

VRKAERYSLPIVNLKGQVLFNNWDSIFSGHGGQFNMHIPIYSFDGRDIMTDP 

SWPQKVIWHGSSPHGVRLVDNYCEAWRTADTAVTGLASPLSTGKILDQKA 
YSCANRLIVLCIENSFMTDARK 

Das Peptid HMW-Endostatin (3) hat die Aminosauresequenz 

PHQLLPPPNPISSANYEKPALHLAALNMPFSGDIRADFQCFKQARAAGLLST 

YRAFLSSHLQDLSTTVRKAERYSLPIVNLKGQVLFNNWDSIFSGHGGQFNMH 

IPIYSFDGRDIMTOPSWPQKVIWHGSSPHGVRLVDNYCEAWRTADTAVTGL 
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ASPLSTGKILDQKAYSCANRLrVLCIENSFMTDARK 

Es handelt Sich vermutlich urn Fragmente von Kollagen-alpha 1 (XV). 

Diese vollstandigen Aminosauresequenzen wurden aus der Sequenzanalyse be- 
stimmt bzw. aus der bereits bekamiten cDNA-Sequenz fiir Kollagen-alpha 1 (XV) 
hergeleitet (Muragaki, Y. et al., J. Biol. Chem., 269, 4042-4046, 1994). 

HMW-Endostatin (1) und HMW-Endostatin (4) sind vorzugsweise am Rest Num- 
mer 9 (entspricht T>« gemafl der Nummerierung von Sasaki et al., EMBO J. 17 
(1998) 4249-4256). Bei emer stufenweisen Deglycosylierung des natiirlichen 
HMW-Endostatin (1), das einen Gal-GalNao-NANA Rest trSgt (MW = 22,001 Da), 
werden Derivate mit einen Gal-GalNAc Rest (MW = 21.710 Dalton) und ein voll- 
standig deglycosyliertes Derivat mit einem Molekulargewicht von 21,345 Dalton 
erhalten (NANA: N-Acetylneuraminsaure; Gal: Galactose; NAc: N-Acetyl). 

Fiir HMW-Endostatin (4) ergibt sich ausgehend von der gleichen Glycosylienmg 
mit einem Molekulargewicht von 21,843 Dalton ein teilweise deglycosylieres Deri- 
vat mit einer Masse von 21,552 Dalton und ein deglycosyliertes Derivat mit einer 
Masse von 21,187 Dalton. 

Bevorzugte glycosylierte Derivate und Fragmente von HMW-Endostatin (2) und (3) 
weisen Massen von 20,995, 1 9,904 und 1 6,373 Dalton auf. 

Die vorliegende Exfindung betriffl weiter verschiedene Verfahren zur Herstellung 
der HMW-Endostatine oder ihrer Derivate durch prokaiyontische oder eukaiyonti- 
sche Expression, durch Isolierung aus menschlichem Blut iiber Chromatogtaphie- 
Verfehren in bekamiter Weise, und schlieGlich durch die ublichen Verfahren der 
Festphasen- und Fliissigphasen-Synthese aus den geschUtzten Aminosauren mittels 
Kopplung, Deblockierung und chromatographischer Reinigung. 
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Die Amieimittelzubereitung enthalt HMW-Endostatin oder ein physiologisch ver- 
tragliches Salz der HMW-Endostatine. Die Fonn und Zusammensetzung des Aiz- 
neimittels, welches HMW-Endostatin enthalt, richtet sich nach der Art der Verab- 
reichung. Das HMW-Endostatin kann parenteral, intranasal, oral und mittels 
Inhalation verabreicht werden. Vorzugsweise wird HMW-Endostatin zu einem 
Injektionspraparat, entweder als Losung oder als Lyophilisat zur Auflesung unmit- 
telbar vor Gebrauch, konfektioniert. Die Arzneimittelzubereitung kann auBerdem 
Hilfsstoffe enthalten die z.B. abMltechnisch bedingt sind, einen Beitrag zur Los- 
lichkeit, Stabilitat oder Sterilitat des Arzneimittels leisten oder den Wirkungsgrad 
der Aufhahme in den Koiper erhShen. 

Die zu verabreichende Tagesdosis fur HMW-Endostatin hangt von der Indikation 
und der Anwendung bestimmter Derivate ab. Sie liegt bevoizugt im Bereich von 
1 Hm bis 1 g pro Dosis. 

Das erfmdungsgemaUe Peptid HMW-Endostatin ist dadurch gekennzeichnet, daB es 
sich besonders auch fur die Langzeit-Therapie bei Tumorerkrankungen oder anderen 
Erkxankungen, die durch ein unkontrolliertes GefeBwachstum gekennzeichnet sind, 
eignet und bei Dauerbehandlung keine Immunreaktion auslost. Oberraschenderwei- 
se besitzt das Molekiil eine exti^m hohe Plasmahalbwertszeit, was es fur die Thera- 
pie als besonders wertvoU erscheinen iSfit. Das erfindungsgemaBe Praparat ist iosbe- 
sondere fiir die Kombinationstherapie mit Chemo- oder Strahlentherapie oder in 
AnschluB an Chemo- oder Strahlentherapie bei BCrebs geeignet. 

Das erfindungsgemaBe Praparat ist weiter als Mittel zur Therapie und Diagnose bei 
Gefafierkrankungen des Stutz- und Bindegewebes, der Atemwege, des Herz- 
Kreislaufsystems und Urogenitalapparates, des Nervensystems und des Auges ein- . 
zusetzen, da es zur Herstellung von human vertraglichen Antikoipem verw-andt 
werden kann, die geeignet sind, Anderungen des Gefafiwachstums in diesen Orga- 
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Beispiele ' 



Isoliemng und CharakterisUmng von zirkulierendem HMW-Endostatin (1) 
und von zirkulierendem HMW-Endostatin (2) aus Itumanem Hamofdtrat 

AIs Ausgangsmaterial wurde Htoofilttat veiwendet, das in groBen Mengen bei der 
Behandlung niereninsuffizienter Patienten anfallt und alle Plasmabestandteile bis zu 
einer MolekulgroBe von etwa 20.000 Dalton enthalt. 

/. Gewinnung des Rohpeptidmaterials 

Das Hamofiltrat wurde mittels einer Hamofiltrationsanlage der Fixxna Sartorius 
unter Verwendung von Cellulosetriacetat-Filtem mit einer AusschluBgrSBe von 
20.000 Dalton (Typ SM 40042, Sartorius, Gottingen, BRD) gewonnen. Das Filtrat 
stammte von niereninsuffizienten Patienten, die sioh durch Langzeit-Hamofiltration 
m einer stabilen Stofifwechsellage befanden, und wurde unmittelbar nach der Ge- 
winnung mittels Ansauem und Abkuhlung auf 4°C gegen proteolytischen Abbau 
geschiitzt. In zwolf Extraktionen mit einer Kationenaustauschersaule (TSK SP 
650(M), Merck, Darmstadt, DE) wurden insgesamt 10.000 1 Hamofiltrat verarbeitet 
Die gepoolten Extrakte wurden auf dem obengenannten Saulenmaterial nacheinan- 
der durch verschiedene Puffer mit untei^chiedUchen pH-Werten (sogenamite pH- 
Pool Eluate) eluiert (Schulz-Knappe, P., Schrader, M., StSndker, L., Richter, R., 
Hess, R., Jtirgens, M.. & Forssmann, W.G. (1997) A peptide bank geneiuted by 
large scale preparation of circulating human peptides. J. Chromatogr.A, 776, 125- 
1329). AnschlieBend erfolgte eine RP-Fraktionierung der einzelnen pH-Pool Eluate 

aufeiner praparativenRP.Saule(Phannacia. Fine-line) mit 80% Acetonitril, 10 mM 
HCl als Elutionspuffer (Gradient 0-60%B in 60 min) wie in der oben bezeichneten 

Literaturstelle bereits beschrieben. 



wo 00/17240 



- 7 - 



PCT/EP99/06963 



Die entstehenden salzfreien Rohfraktionen wurden anschliefiend gefriergetrocknet. 
//. Preparative RP-Chromatographie 

67 mg der Rohfraktion Nr 25 entstammend aus den, pH-Pool-Eluat 7 (Charge 
04/1997) wurden mittels praparativer RP-Chromatographie grob nach Hydrophobi- 
zitat getrennt Von einer PrepPak Cartridge der Firma Vydac mit den Dimensionen 
47 X 300 mm wurden Fraktionen abgesammelt. 

Geiflt: BioCad HPLC (Perseptive Biosystems, Freiburg, DE) 

Saule: Vydac PrepPak Cartridge 47x300 mm 

Material: Vydac, 300 A, 15 - 20 urn 

Eluent A: Wasser mit lOmM HCl sowie 20% Methanol 

Eluent B: 100% Methanol mit lOmM HCI 

Gradient: 0-25% Eluent B 6.25 min 

25 - 75% Eluent B 51.25 min 

100% Eluent B 56.25 min 

FluBrate: 40 ml /min 
Fraktionen: 50 ml bzw. 1 .2 min 
Absorption: 214 nra und 280 nm 

Die Fraktionen 27 + 28 enthielten die erfindungsgemaBen Peptidsubstanzen. 
///. Analytische RP-HPLC 

In einem Gradienten auf einer Vydac-Saule (10 x 250 mm Stahlmantel. Material: 
RP C4, 300 A, 5 Mm) komite eine weitere Auftremiung der Fraktionen 27 + 28 aus 
der vorhergehenden Chromatographiestufe eizielt werden. Die Eluenten waren 
Wasser mit 0,1 Vol% Trifluoressigsaure und 80% Acetonitril mit 0,1 Vol% Trifluo- 

ressigsaure. 
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Gerat: Kontron HPLC-Anlage 
Saule: ' Vydac, Stahlmantel 10x250 mm 
Material: Vydac RP-C4, 300 A, 5 |im 
Eluent A: Wasser mit 0, 1 Vol% Trifluoressigsaure 
Eluent B: 80% Acetonitril mit 0,1 Vol% Trifluoressigsaure 
Gradient: 0- 30% Eluent B 7 min 
30- 65% Eluent B 77 min 
65 - 100% Eluent B 82 min 
FluBrate: 2 ml / min 
Fraktionen: 2 ml bzw. 1 min 
Absorption: 214und280nm 

Die Fraktionen 41 enthielt die erfmdungsgemaBe Peptidsubstanz HMW-Endo statin 
(2) und HMW-Endostatine (3). 

Die Fraktionen 43 enthielt die erfmdungsgemaBe Peptidsubstanz HMW-Endostatin 
(1). 

IK Bestimmung der molekularen Masse von zirkulierendem HMW-Endostatin 

mittels Elektrospray-Massenspektrometrie 
Die Molekularmassen wurden von den nativen, gereinigten HMW-Endostatin Mo- 
lekulen aus der Praparation im Schritt HI gemessen. Fur die drei Substanzen wurden 
drei molekulare Massen mit Hilfe eines Elektrospray-Massenspektrometer (Sciex 
API III, Perkin-Elmer, Langen, DE) gemessen. Es zeigten sich Peaks von den acht- 
bis elffach protonierten Molekulen, Die Molekularmassen betrugen 19904±0,02% 
fiir HMW-Endostatin (2), 20995±2.5 Dalton fiir HMW-Endostatin (3) sowie 
21999^42 Dalton fiir HMW-Endostatin (1).. Bei den HMW-Endostatin Molekulen 
handelt es sich moglicherweise urn Sequenzvarianten oder unterschiedhch glykosi- 
lierte Fornien des humanen KoUagen-alpha 1 (XV) bzw. Kollagen-alpha 1 (XVIII), 
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da die gemessenen Molekulannassen nicht mit den aus der Aminosauresequenz des 
humanen KoUagen-alpha 1 (XV) bzw. des Kollagen-alpha 1 (XVTII) herleitbaren 
Massen iibereinstimmen. 

K Reinheitsbestimmung mittels Kapillar-Zonen-Elektrophorese 
Die aufgereinigten Peptide wurden direkt zur Messung in der Kapillar-Zonen- 
Elektrophorese verwendet. Das Elektropherogramm zeigt lediglich einen Peak xind 
keine weiteren Peaks von Nebenbestandteilen. Dieses Ergebnis zeigt, daB in der 
Endreinigungsstufe hochreine HMW-Endostatin Molekule vorlagen. 

Gerat: P/ACE System 2000, Beckman Instruments GmbH, Miinchen, DE 
KapiUare: Uncoated Fused Silica, 500 mm x 75 [im ID 
Puffer: 100 mM Natriumphosphat pH 2,5 

0,02% Hydroxypropylmethylcellulose 
Temperatur: 25°C 

Injektion: 20 sec entspricht 120 n] 
Laufeeit: 25 Minuten 
Strom: 80 mA, konstant 
Absorption; 200 nm 

VL Sequenzanalyse von HMW-Endostatin 

Die aufgereinigten nativen Peptide werden mittels Edman-Abbau auf einem ABI 473 
A Sequenzer unter Verwendung des Standard-Programms analysiert. Die Proben 
wurden auf eine Polybrene-Membran in Mengen zwischen 100 und 400 pmol aufge- 
tragen. Es ergaben sich fur die HMW-Endostatine 

HMW-Endostatin (1) 



VHLRPARPTSPPAHSHRDFQPVLHLVALNS.. 



wo 00/17240 



- 10 - 



PCT/EP99/06963 



HMW-Endostatin (4) 

VHLRPARPTSPPAHSHRDFQPVLHLVALNS... 
HMW-Endostatin (2) 

YEKPALHLAALNMPFSGDIRADFQCFKQARA... 
HMW-Endostatin (3) 

PHQLLPPPNPISSANYEKPALHLAALNMPFSGDIRADFQCFKQARA... 

VII. Bestimmung der biologischen Wirksamkeit von HMW-Endostatin 
AUe mit Hilfe des beschriebenen Verfahrens aus humanem Hamofiltmt isolierten 
hochieinen HMW-Endostatine wurde zur Bestinunung der biologischen Funktion in 
Endothelzell-Proliferationsassays eingesetzt. Fiir diesen Assay wurden bovine Ka- 
pillarendothelzeUen aus der Nebennierenrinde von fiisch geschlachteten Kalbem. 
wie in der Literatur beschrieben (Folkman, J. et al., 1979), in Kultur genommen. 

Die Ausfiihrung des Proliferationsassays wurde, wie in der Literatur beschrieben 
(O'Reilly, M., et al. Cell 88, 277-285, 1997), durchgefuhrt. Das isolierte hochxeine 
HMW-Endostatin wurde den bovinen KapillarendoflielzeUen zugegeben und 
hemmte in konzentrationsabhangigerweise die Proliferation dieser Zellen. Eine 
halbmaximale Hemmung der Proliferation in diesem Assay wurde bei einer Kon- 
zentration von 20 ng/ml HMW-Endostatin erreicht, was uberraschenderweise auf 
eine sehr potente anti-angiogene Wirkung hinweist. In Proliferationsassays. die mit 
nicht-endothehalen Zellen durchgefuhrt wurden, 2.B. NIH 3T3-ZeUen und LMTK- 
Zellen, zeigte HMW-Endostatin keine antiproliferative Wirkung. 
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Patentansp Hirhfi 



HMW-Endostatin erhaltlich durch 



Gewinnung von Hamofiltrat niereninsuffizieater Patienten durch Hamofiltxation 
mit Cellulosetriacetatfilteni mit einer AusschluflgroBe von 2.0,000 Da, 

Abkuhlung des Haniofiltrats auf 4°C nach Ansauern 

Chromatographie an einer Kationenaustauschersaule gemaB der Methode in J. 
Chromatogr. A., 776, 125 - 1329, 

Fraktionierung an Reverse Phase C4 mit A: 0.1 Vol% TFA, B: 80 VoI% Aceto- 
nitril, 0,1 VoL-% TFA (Gradient 0 bis 30% B in 7 min, 30-65% B in 77 min), 

Untersuchung der Fraktionen auf Anwesenheit von HMW-Endostatin mittels 
Massenspektrometrie. 

HMW-Endostatin nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, daB es sich urn 
HMW-Endosatin (1) mit der Aminosaure-Sequenz 

VHLRPARPTSPPAHSHRDFQPVLHLVALNSPLSGGMRGIRGADFQCFQ 

QARAVGLAGTFRAFLSSRLQDLYSIVRRADRAAVPIVNLKDELLFPSW 

EALFSGSEGPLKPGARIFSFDGKDVLRHPTWPQKSVWHGSDPNGRULT 

ESYCETWRTEAPSATGQASSLLGGRLLGQSAASCHHAYIVLCIENSFM 
TAS 
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und glykosiliertes HMW-Endostatin (1) mit einem Molekulargewicht von 22 
kDa- 

Oder HMW-Endostatin (4) rait der Aminosaure-Sequenz 

VHLRPARPTSPPAHSHRDFQPVLHLVALNSPLSGGMRGIRGADFQCFQ 

QARAVGLAGTFRAFLSSRLQDLYSIVRRADRAAVPIVNLKDELLFPSW 

EALFSGSEGPLKPGARIFSFDGKDVLRHPTWPQKSVWHGSDPNGRRLT 

ESYCETWRTEAPSATGQASSLLGGRLLGQSAASCHHAYIVLCIENSFM 
T 

und glykosiliertes HMW-Endostatin (4) mit einem Molekulargewicht von 
21,8 kDa. 

Oder HMW-Endostatin (2) mit der Aminosaure-Sequenz 

YEKPALHLAALNMPFSGDIRADFQCFKQARAAGLLSTYRAFLSSHLQD 

LSTIVRKAERYSLPIVNLKGQVLFNNWDSIFSGHGGQFNMHIPIYSFDG 

RDIMTDPSWPQKVTWHGSSPHGVRLVDNYCEAWRTADTAVTGLASPL 
STGKILDQKAYSCANRLIVLCIENSFMTDARK 

und glykosiliertes HMW-Endostatin (2) mit dem Molekulargewicht 20 kDa 

Oder HMW-Endostatin (3) mit der Aminosaure-Sequenz 

PHQLLPPPNPISSANYEKPALHLAALNMPFSGDIRADFQCFKQARAAGL 
LSTYRAFLSSHLQDLSTIVRKAERYSLPIVNLKGQVLFNNWDSIFSGHG 
GQFNMHIPIYSFDGRDIMTDPSWPQKVIWHGSSPHGVRLVDNYCEAW 
RTADTAVTGLASPLSTGKILDQKAYSCANRLIVLCffiNSFMTDARK 
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und glykosiliertes HMW-Endostatin (3) Formen mit dem Molekulargewicht 21 
kDa- 

Oder ein naturliches und phannakologisch vertragliches Derivat und Variante, 
insbesondere amidierte, acetylierte, phosphorylierte und glykosylierte HMW- 
Endostatin-Derivate handelt. 

3. HMW-Endostatin nach Anspruoh 2, dadurch gekennzeichnet, dafi HMW- 
Endostatin (1) Oder HMW-Endostatin (4) am T' glykosyliert. bevomigt duroh 
Gal-GalNAc-NANA oder ein Fragment davon. 

4. Verfahren zur Herstellung des HMW-Endostatm nach einem der Anspriiche 1 
bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB das HMW-Endostatin durch prokaryonti- 
sche Oder eine eukaiyontische Expression hergestellt und chromatographisch 
gereinigt wird. 

5. Verfahren zur Herstellung des HMW-Endostatin nach einem der Anspriiche 1 
bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB man es aus menschlichem Blut fiber 
Chromatographie-Verfahren isoliert. 

). Verfahren zur Herstellung des HMW-Endostatin nach emem der Anspriiche 1 
bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB man das HMW-Endostatin durch Festpha- 
sen- und Fliissigphasen-Synthese aus den geschfltzten Aminosauren, die in der 
ausgegebenen Sequenz enthalten sind, herstcllt, deblockiert und es mit den 
gtogigen Chromatographie- Verfehren reinigt. 



7. 



Arzneimittel, enthaltend das HMW-Endostatin nach einem der Anspriiche 1 
bis 3 neben iiblichen Hilfs- und Zusatzstoffen. 
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8. 



Verwendung des Aizneimittels nach Anspruch 7 zur Behandlung von Erkran- 
kungen des menschlichen Organismus, insbesondere in Verbindung mit Ge- 
aJ3wuchenmgen, Krebs oder Erkrankungen des Heizkreislauf- und Nerven- 
sy stems. 

9. Verwendung des Arzneunittels nach Anspruch 7 zur Behandlung von Erkran- 
kungen des menschlichen Organismus, insbesondere mit Beteiligung des Intu- 
gementes xmd der Sinnesorgane, insbesondere des Auges. 

10. Verwendung des Aizneimittels nach Anspruch 7 zur Behandlung von System- 
erkrankungen bei Mangel von HMW-Endostatin insbesondere durch Anwen- 
dung von HMW-Endostatin zur Substitutionstherapie. 

1 1. Verwendung des Aizneimittels nach Anspruch 7 zur Behandlung von chroni- 
schen Erkrankungen, teils vergesellschaftet mit Erkrankungen gemaB Anspril- 
chen 8 bis 10, indem es in geeigneter Form fiir die Behandlung fiir die Elekt- 
rolytwirkung bei Tumor- und Gefafierkrankungen benutzt wird. 

12. Verwendung des Aizneimittels nach Anspruch 7 zur Behandlung von aJcuten 
Erkrankungen gemaB Anspriichen 8 bis 10, indem es in geeigneter Form fur 
die Behandlung in der Intensivpflege diescr Erkrankungen benutzt wird. 

13. Antikoiper dadurch gekennzeichnet, daB sie gegen HMW-Endosatin nach 
einem der Anspriiche 1 bis 3 oder synthetische TeilstQcke gerichtet sind. 

14. Aizneimittel nach Anspmoh 7 in galenischen Applikationsformen, insbesonde- 
re der lyophilisierten, mit Mannit aufgenommenen Foim in sterilen AmpuUen 
zur Auflbsung in physiologischer Kochsalzlosung und/oder Infiisionslosungen 
zur wiederholten Einzelinjektion und/oder Dauerinfiision in Mengen von 30 
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Mikrogramm bis 30 MiUigramm reines HMW-Endostatin pro Therapie- 
Einheit. 

Diagnostikmittel enthaltend spezifische Antikorper gemaB Anspruch 13. 

Nukleinsauren kodierend ffir HMW-Endostatin nach einem der Ansprilche 1 
bis 2. 

Diagnostisches Verfahren umfessend den Schritt der Bestimmung der Kon- 
zentration des HMW-Endostatin nach einem der Ansprilche 1 bis 3 im Blut 

Aizneimittel enthaltend Antikoiper nach Anspruch 13 zur Behandlung der 
Uberexpression von HMW-Endostatin. 
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<120> HMW-Endostatin zur Hemmung des Wachstums von Tumoren 
und von Gefafiwucherungen und zur Diagnose von Gef aS- 
und TumorerkranJcungen 

<130> 992082WO Haemo HMW-Endostatin 

<140> 
<141> 



<160> 4 



<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 195 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 1 



val His Leu Arg Pro Ala Arg Pro Thr Ser Pro Pro Ala His Ser His 

Arg Asp Phe Gin Pro Val Leu His Leu Val Ala Leu Asn Ser Pro Leu 

25 30 

ser Gly Gly Met Arg Gly He Arg Gly Ala Asp Phe Gin Cys Phe Gin 
35 40 45 

Gin Ala Arg Ala Val Gly Leu Ala Gly Thr Phe Arg Ala Phe Leu Ser 

55 60 

Ser Arg Leu Gin Asp Leu Tyr Ser He Val Arg Arg Ala Asp Arg Al 

70 75 8 

Ala Val Pro He Val Asn Leu Lys Asp Glu Leu Leu Phe Pro Ser Txp 
85 ■ 90 55 

Glu Ala Leu Phe Ser Gly Ser Glu Gly Pro Leu Lys Pro Gly Ala Arg 



a 
80 



100 



105 



110 



He Phe Ser Phe Asp Gly Lys Asp Val Leu Arg His Pro Thr 



115 



120 



Trp Pro 



125 



Gin Lys Ser Val Trp His Gly Ser Asp Pro Asn Giy Arg Arg Leu 



Thr 



1 
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135 



140 



Glu Ser Tyr Cys Glu Thr Trp Axg Thr Glu Ala Pro Ser Ala Thr Gly 



145 150 



160 



Gin Ala Ser'ser Leu Leu Gly Gly Arg Leu Leu Gly Gin Ser Ala Ala 
165 170 

Ser Cys His His Ala Tyr lie Val Leu Cys He Glu Asn Ser Phe Met 
180 185 



190 



Thr Ala Ser 
195 



<210> 2 

<211> 176 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 2 



IVr Glu Lys Pro Ala Leu His Leu Ala Ala Leu Asn Met Pro Phe Ser 



10 



15 



Gly Asp He Arg Ala Asp Phe Gin Cys Phe Lys Gin Ala Arg Ala Ala 

25 30 

Gly Leu Leu Ser Thr Tyr Arg Ala Phe Leu Ser Ser His Leu Gin Asp 

45 

Leu ser Thr He Val Arg Lys Ala Glu Arg Tyr Ser Leu Pro He Val 
" « 60 

Asn Leu Lys Gly Ql„ val Leu Phe Asn Asn Trp Asp Ser He Phe Ser 
" '° " eo 

Gly His Gly Gly Gin Phe Asn Met His lie Pro He Tyr Ser Phe Asp 
65 90 35 

Gly Arg Asp lie Met Thr Asp Pro Ser Trp Pro Gin Lys Val He Trp 
100 los 

His Gly ser Ser Pro. His Gly Val Arg Leu Val Asp Asn Tyr Cys Glu 



lis 



120 



125 



Ala Trp Arg Thr Ala Asp Thr Ala Val Thr Gly Leu Ala Ser Pro Leu 



130 



135 



14 0 



2 



O*'^^^^^ PCT/EP99/06963 
Ser Thr Gly Lys He Leu Asp Gin Lys Ala Tyr Ser Cys Ala Asn Arg 



ISO 



160 



Leu He Val Leu Cys He Glu Asn Ser Phe Met Thr Asp Ala Arg Lys 

170 



<210> 3 
<211> 191 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 3 

Pro His Gin Leu Leu Pro Pro Pro Asn Pro He Ser Ser Ala Asn Tyr 
1 5 10 ,5 



Glu Lys Pro Ala Leu His Leu Ala Ala Leu Asn Met Pro Phe Ser Gly 
20 25 30 

Asp He Arg Ala Asp Phe Gin Cys Phe Lys Gin Ala Arg Ala Ala Gly 



35 40 



45 



Leu Leu Ser Thr Tyr Arg Ala Phe Leu Ser Ser His Leu Gin Asp Leu 

55 eo 

Ser Thr He Val Arg Lys Ala Glu Arg Tyr Ser Leu Pro He Val Asn 



65 70 75 



80 



Leu Lys Gly Gin Val Leu Phe Asn Asn Trp Asp Ser He Phe Ser Gly 
85 50 55 

His Gly Gly Gin Phe Asn Met His He Pro He Tyr Ser Phe Asp Gly 
100 105 110 

Arg Asp He Met Thr Asp Pro Ser Trp Pro Gin Lys Val He Trp His 
115 120 125 

Gly ser Ser Pro His Gly Val Arg Leu Val Asp Asn Tyr Cys Glu Ala 
130 135 140 

Trp Arg Thr Ala Asp Thr Ala Val Thr Gly Leu Ala Ser Pro Leu Ser 

150 155 160 
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Thr Gly Lys He Leu Asp Gin Lys Ala Tyr Ser Cys Ala Asn Arg Leu 
165 170 175 

He Val Leu Cys He Glu Asn Ser Phe Met Thr Asp Ala Arg Lys 

180 185 190 
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<213> Homo sapiens 



<400> 4 

Val His Leu Arg Pro Ala Arg Pro Thr Ser Pro Pro Ala His Ser His 
1' 5 10 15 

Arg Asp Phe Gin Pro Val Leu His Leu Val Ala Leu Asn Ser Pro Leu 
20 25 30 

Ser Gly Gly Met Arg Gly He Arg Gly Ala Asp Phe Gin Cys Phe Gin 
35 40 45 

Gin Ala Arg Ala Val Gly Leu Ala Gly Thr Phe Arg Ala Phe Leu Ser 
50 55 60 

Ser Arg Leu Gin Asp Leu Tyr Ser He Val Arg Arg Ala Asp Arg Ala 
65 70 75 80 

Ala Val Pro He Val Asn Leu Lys Asp Glu Leu Leu Phe Pro Ser Trp 
85 90 95 

Glu Ala Leu Phe Ser Gly Ser Glu Gly Pro Leu Lys Pro Gly Ala Arg 
100 105 110 

He Phe Ser Phe Asp Gly Lys Asp Val Leu Arg His Pro Thr Trp Pro 
115 120 125 

Gin Lys Ser Val Trp His Gly Ser Asp Pro Asn Gly Arg Arg Leu Thr 
130 135 140 

Glu Ser Tyr Cys Glu Thr Trp Arg Thr Glu Ala Pro Ser Ala Thr Gly 
145 150 155 160 



Gin Ala Ser Ser Leu Leu Gly Gly Arg Leu Leu Gly Gin Ser Ala Ala 
165 170 175 



Ser Cys His His Ala Tyr He Val Leu Cys He Glu Asn Ser Phe Met 
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INTERNATIONALERRECHERCHENBERICHT 



i...cirnationaIes Aktenzeichen 

PCT/EP 99/06963 

Feld I Bemeri<ungen^ den AnsprOc^en. die sich als nicht recherchierbar erwresen haben fFortsataino von P. ,nkt p ,f Ri^n 1 



Gem^B Artikel 1 7{2)a) wurde aus lolgenden Grunden fur bestlmmte AnsprQche kein Recherchenbericht er^ielit: 

1 . [T] AnsprOche Nr. 

weil sie sich auf Geger^iande beziehen. zu deren Recherche die BehOrde nicht verpflichtet ist. namlich 

Bemerkung: Obwohl die Anspriiche 8-12 sich auf Verfahren zur Behandlunq 
des menschlichen/tierischen Korpers beziehen, wurde die Recherche 
durchgefuhrt und grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen der 
verbindung/Zusammensetzung. 

2. fx] Anspfuche Nr. 13, 15-18 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3- Q AnsprOche Nr. 

weiJ es sich dabei urn abhdngige AnsprOche handeit. die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Rgget 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkunggnbeimangelnder Einheitllchkeit der Eriindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die iniernaticnale Recherche nbeh6rde hat festgestellt. daG diese in.ernaborrale Anmeldung mehrere Erfindungen enthfiJt 



' ' D ime?^tio"rSI' RbX^^^^^^^^ f usAtzlIchen RecherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt Bich dieser 

iniernationaJe Recherchenbencht au{ alle recherchierbaren AnsprCche. 

n zuU^fchYnTch^^ Recherche ohne einen Arbeitsautwand durchgefuhrt warden konrrte. der eine 

zusatztiche Recherchengebahr gerechtfertigt hStte. hat die Behttrde nicht zur Zahiung eirer solchen Gebflhr aufgefordert 



D Kb^oS' ReXrS^^^^^^ flecherchengebflhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dfeser 

Ansprtche Nr AnsprOche, fQr die GebOhren emrtehtet worden sind. nSmlich auf die 



SienSfbe«h?i'nj5^^^^^^ RecherchengebOhren nicht rechtzeitig entnchtet. Der intamationaJe Recher- 

CTienDencnt beschrSnkt sich daher auf die in den AnsprOchen zuerst erwahnta Erfindung; diese ist in folgenden AnsprOchen er- 



Bemerkungen hinsichUich ein« Wlderspruchs Q Die zusfitzlichen GebOhren warden vom Anmelder unter Wlderepnich gezahtt 

I I Die Zahiung zusatzllcher RecherchengebOhren ertoigte ohne Widerspruch. 



Fomblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Btatt 1 (i)){jul| 1993) 



INTERNATIONAUER RECHERCHENBERICHT 

^ InternaHonalesAktenzeichenPCT/EP 99 /06963 



WEITEREANGABEN PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld"1.2 
Anspriiche Nr. : 13 15-18 

Die geltenden Patentanspruche 13 und 15-18 beziehen sich auf eine 
unverhaUmsmaBlg groBe Zahl mogllcher Verblndungen, Produkte und 
.Mrnl^^^S' T -^^^^ ""^ klelner Antell im Sinne von Art. 6 PCT 
auf die Beschreibung stQtzen und/oder als im Sinne von Art. 5 PCT in der 
Patentanmeldung offenbart gelten kann, Im vorliegenden Fall fehlt den 
d?P^nH+?nrn$5®"K'*^^ entsprechende Stutze und fehlt der Patentanmeldung 
die notige^Offenbarung in einem solchen Ma8e, daB eine sinnvolle 
n^ho™H "^c" erstrebten Schutzbereich unmoglich erschelnt. 

Sp^hp'^yi'^n ^^%f^^h^^?he auf die Teile der Patentanspruche gerichtet, 
Tene bI?rpff.nH ' g''^"^'^ ""^ offenbart erscheinen, namlich die 
Anlinh^nnr K f""*^ Verblndungen, Produkte und Verfahren wie sie In den 
Ausfuhrungsbei spiel en angegeben s1nd, einschl lessllch nahverwandter 
nomogener verblndungen. 

p!Ln!!?!!^^" u^^^ hingewlesen, daB Patentanspruche, oder Telle von 

Patentanspruchen auf Erfindungen, ftir die kein internatlinaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerweise nicht Gegenstand einer 
internat onalen vorlauflgen Prufung sein konnen (Regel 66, 1(e) PCT) In 
seiner Elgenschaft als mit der international en vorllufigen PrGfung 
PrnfM^nin! ^ehorde wird das EPA also In der Regel kelne vorlauflge 
ni^I^fil Segenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
VJJ^I\ ^^J Patentanspruche nach Erhalt des 

international en Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT) oder 
IcT tlLtl der Anmelder Im Zuge des Verfahrens gemaS Kapitel II 
PCT neue Patent anpruche vorlegt. 
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Angaban zu VarSffentlictiungon, dio zur 8elb«n PalerrtfamSte g9h6ren 


Irrterr iat«9 Aktenzoichen 

PCT/EP 99/06963 


Im Recherchenbericht 
angefuhrtas Patentdokument 


Datum der 
VerOffentlichung 


Mitglied(er) der 
Patsntfamilie 


Datum der 
VerStfentliehung 


WO 9740073 A 


30-10-1997 


DE 
AU 
EP 


19615710 A 
2766597 A 
0896584 A 


23-10-1997 
12-11-1997 
17-02-1999 


WO 9929855 A 


17-06-1999 


AU 
AU 
AU 
WO 
WO 


1718099 A 
1806599 A 
1808899 A 
9929878 A 
9929855 A 


28-06-1999 
28-06-1999 
28-06-1999 
17-06-1999 
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